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TheE氾ract仕omS回 W∞ds(Dilophus okamurae Dawson ) showed selωtive growth inhibition a伊instIL・6dependent 
human myeloma ∞ls (MH60).百lisextract did not inhibit the growth of cellines which are not ILゐ d~光ndentand 
廿legrowth inhibition of the MHω∞lline was reversed by adition of ex∞s IL・6ωtheculture media 
Keyword:旨 s拙町民d;inhibitor;江・6;interleukin -6 
生体防御機構の恒常他維持に必須の IL-l(Interleukin-l) 
やTNF-α(T田町 NecrosisFactor α:腫蕩壊死因子)など
のサイトカイン分子は、さまざまな炎症性疾患Lの病態に深く
関わっていることが明らかされるようになり、炎症性サイト
カインと呼ばれている。 1)
たとえば、関節リウマチ (RA: rheumatoid arthri tis)の関節
炎が起こる最初のステップでは、血液内に存在するリンパ球や
好中球などの白血球が、血管内皮細胞との接着を介し、関節へ
移行することからはじまるο この過程には、白血球と血管内皮
細胞の接着に関わる分子や各種ケモカイン、炎症性サイトカイ
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ンなどさまざまな分子が関与する。一方、関節局所では、 TNF
α、IL-l、IL-6などの炎症性サイトカインの産生が異常に高ま
り、それらはリンパ球浸潤、滑膜増殖、破骨細胞による軟骨組
織破壊といった関節の病変形成に深く関わっていることが明ら
かにされた。 2-4)このように、制御機構から外れて産生された
炎症性サイトカインは、 RA炎症病態のさまざまな過程で重要な
役割を演じていること、また、さまざまな疾患の病態に関わる
免疫調節分子としてのサイトカイン、さらにその受容体が明ら
かになってきたことから、サイトカインと特異的に結合し、そ
の機能を臨書するモノクローナル抗体、さらにサイトカインの
働きを阻害する受容体や措抗物(アンタゴニスト)が検討され
るようになってきた。
ここで、 IL-6がある種のガン細胞の成長の調節に関与する多
機能サイトカインであることが明らかになり 5)、当グ、ルー プに
おいて IL-6要求性変異株を用いるスクリーニングにより、放線
菌第二次代謝産物として IL-6活性の特異的インヒピター
Madindol in 6)を見いだした。
本研究では、調査対象を海藻に含有される化合物として、同
様のスクリーニングを行った結果、 IL-6活性を阻害する成分を
有する海藻が見いだされたのでここに報告する。
材料と方法
1)海藻の採取
本研究に用いた海藻類は、 Table1に示したように、茨城
県ひたちなか市平磯、千葉県館山市坂田、神奈川県横浜市金沢
区野島公園、横須賀市天神島、静岡県下田市白浜、国牛、新潟
県柏崎市鯨波、沖縄県奥武島、西表島、南大東島、山梨県河口
湖の各地より採取し、淡水・気生藻を含んでいる。また、全て
の海藻は潮間帯で採取した後、すみやかに -25"cにおいて凍
結保存したものを用いた。
2)評価試料の調整
採取地において凍結した海藻試料を解凍し、水洗によって
付着物を除いた後、表面の水分を除いた葉片岡gを秤量した。
これに蒸留水を 200nu加えてミキサーで粉砕し、さらに 10
分間超音波粉砕を行い海藻懸濁水を得た。次し、で、これにクロ
ロホルムを等量加えて 1時間スターラーで撹枠した後、セライ
トを補助剤として用いた鴻過によって固形物を除いた。通過液
を分液漏斗に移して水相を分離後、クロロホルム分画を無水硫
酸ナトリウムにて脱水し、減圧下乾固し評価試料とした。なお、
前報においてクロロフィル類の抽出量を制限することが明らか
になっていることから、活性物質の分離操作を考慮して溶媒と
してクロロホノレムを用いた7)。
一方、水相部分については、減圧か濃縮乾回しこちらも評価
試料とした。
試料の評価方法
細胞増殖の作用判定に用いた人骨髄腫細胞(humanmyeloma 
cell: 1制 60)及び同細胞のIL-6非要求性変異細胞の継体培養に
は、 Eagle's最小発育培養液 (MEM)、10%牛胎児血清 (FCS)
を添加したMEMまたは、同様に 10%牛胎児血清 (FCS)を
添加した RP阻 1640培養液用いた。海藻抽出物の殺細胞作用
を判定するために、それぞれの細胞を 200μlの培養液に加え
た後、 96-wellの培養プレート (Corr由19)に移しC02通気下、
37"Cにて24時間培養を行った。その後、それぞれの wellに各
段階濃度の海藻試料を含む溶液5μlを加えた。72時間培養後、
テトラゾリウム塩法(島ITT)を用いて比色定量により細胞の成
長を確認した。細胞増殖作用の判定に用いる細胞は、
m∞mbinant human IL-6 (rhIL-6)を完全に取り除く必要があ
るため、細胞を2回即阻 1640培養液にて洗浄した。次いで、
96・wellの培養プレートを用い、 1well当たり洗浄した細胞
(5x 1がωlls)を、 10%牛胎児血清 (FCS)を添加した腔阻
1640培養液 100μlに懸濁した。次に、演IJ定試料5μIを加え
た後、 0.02UrhIL-6 (100μ1)を添加して 5%CU2-9 5 %air通
Table 1. List ofthe te蜘 dseaweeds and s伺 g部 S
和名 学名 採取地 採取年月日
カギイバラノリ Hypneaoeae japonica Tanaka 静岡県下回市白浜海岸9 198816/16 
へライワズタ 白昨年78brachypus Harvey 千葉県館山市坂田34.86992622 200115/25 
フクリンアミジ D説明Ihusok友muraeDawson 神奈川県横須賀市天神島173 1999/12115 
アミジグサ Dictyo句 dichotvma(Hu伽on)Lamouroux 静岡県下回市白浜海岸162 2000/415 
タマイタダキ lJeh"sea japonica Okamura 静岡県下回市田牛52 20001415 
ミノレ αJdiumfi羽'gile(Surin伊 r)H紅iot 静岡県下田市白浜海岸28.73674884 2000/6117 
スギノリ 臼ondracan必uslEnell凶 (H釘 vey)Hommersand 神奈川劇賞須賀市天神島1.310624639 1999112115 
柴田・小宮山・林・平久・長谷川・田中 日本産海藻の生物活性;I -6活性阻害作用 41 
Table 2. Effect of organic extracts仕omseaweed on the growth ofIL-6 de問 ldentand IL-6 independent human myeloma celll 
Sample カギイバラノリ ヘライワズタ フクリンアミジ アミジグサ タマイタダキ ミノレ スギノリ
(f!glml) 
E・6deJ光ndenthuman myeloma cell 
1000.0 35.9 61.4 10.0 4.1 81.3 4.4 4.8 
250.0 93.1 86.9 22.3 912 78.6 610 48.8 
62.6 78.8 84.6 70.0 76.6 83.0 92.1 91.0 
15.6 89.4 88.3 83.2 83.2 83.7 83.7 89.4 
3.9 91.8 l∞9 90.0 88.6 86.1 87.4 93.4 
1.0 97.6 94.5 87.2 88.7 91.6 88.6 96.5 
IL-6 independent human myeloma cell 
1000.0 ヲ8.0 91.8 83.5 88.6 93.3 78.9 92.9 
250.0 98.8 l∞4 79.5 95.5 88.9 81.2 95.0 
62.6 98.0 92.8 91.2 93.6 96.7 84.3 90.9 
15.6 1∞5 97.2 98.3 93.4 92.2 96.9 98.0 
3.9 103.2 94.5 95.3 94.1 92.7 88.0 94.5 
1.0 101.7 98.3 101.1 100.8 97.9 91.9 96.5 
キGrowthofIL-6 dependent hwnan myeloma田lin出epresen∞of巾止るisthe control of al and growth per'∞凶ofthe包stsamplesw田 ωIculated
Table 3. Effect of aqu訂 e油田ts仕oms伺 W田 donthegrow血ofIL-6dependent and IL-6 independent human myeloma cell 
Sample カギイバラノリ ヘライワズタ フクリンアミジ アミジグサ タマイタダキ ミノレ スギノリ
(μglml) 
E・6dependent human myeloma∞1 
1000.0 95.0 99.5 93.8 94.9 74.9 110.7 102.1 
250.0 96.9 96.1 99.2 88.7 90.4 95.0 90.5 
62.6 90.2 86.7 99.5 89.7 91.7 91.0 88.7 
15.6 95.0 99.5 93.8 94.9 74.9 110.7 102.1 
3.9 96.9 96.1 99.2 88.7 90.4 95.0 90.5 
1.0 90.2 86.7 99.5 89.7 91.7 91.0 88.7 
IL-6 independent human myeloma∞1 
lαlO.O 99.6 l∞2 96.4 97.5 98.6 98.1 98.9 
250.0 103.0 l∞3 99.2 97.8 95.6 96.3 101.4 
62.6 99.3 l∞2 96.4 94.2 94.8 89.0 98.7 
15.6 101.1 97.9 101.7 99.2 91.0 94.6 98.1 
3.9 97.3 95.6 95.6 94.5 92.2 101.1 95.1 
1.0 99.7 99.2 103.7 98.8 101.3 97.5 99.3 
*Grow廿1ofIL-6 dependent human myeloma cel in the presen∞of巾IL-6is the control of al and growth阿切れ包ofthe test samples were calcula凶
気下37tlこて 72時間培養を行った。細胞の増殖は、上記に示
したテトラゾリウム塩法(M'I寸)を用いて比色定量により求め
た。一方、出160細胞の IL-6非要求性変異株は、 IL-6の濃度
を徐々に低下させることにより確立させたものであるロ出160
細胞の IL-6非要求性変異株の培養液中の生育は、 IL-6を納日
しない場合であっても、通常の旧160細胞の生育と同様であり、
この場合も上記テトラゾリウム塩法(長灯寸)を用いて比色定量
により増殖を判定した。
結果と考察
人骨髄』重細胞 (humanmyeloma cell :出160)のIL-6要求性
変異細胞に対し、 re∞mbinanthuman IL-6 (rhIL-ωを添加した
場合と無、納日の場合の細胞増殖率を各種海藻有機相粗抽出物質
及び水相粗抽出物質それぞれについて測定し、 Table2.および
Table 3. に示した。また、それぞれの Tableには、 IL-6要求
性変異細胞に対し、 re∞mbinanthuman IL-6 (rhIL-6)を添却し
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た場合の増殖率を 100%として、各種海藻抽出物質を添加した
場合の細胞増殖率を示している。また、 IL-6要求性変異細胞に
おいて、rhIL-6無添加の場合の細胞増殖率は、 20_5%であった。
IL-6非要求性細胞に対しの活性を細胞毒性の指標として見て
みると、有機相抽出物質を添却したものについて最大濃度
1000μglmlにおいてフクリンアミジ、アミジグサおよびミルに
わずかな細胞増殖阻害が見られるが、有機相、水宇品、ずれの抽
出物質について高い細胞毒性を示すものは無かった。一方、 IL-6
要求性変異細胞の細胞増殖率を見てみると、カギイバラノリ、
フクリンアミジ、アミジグサ、ミルおよびスギノリの各有機相
抽出物質を添加した試料で 1000μglmlにおいて、高い細胞阻害
活性が見られた。カギイバラノリおよびアミジク守サについては、
この濃度段階にのみ顕著な悟性を示している。一方、フクリン
アミジ、ミルおよびスギノリの各試料について見てみると、
1000μglmlについては、ミルおよびスギノリの有機相粗抽出物
質を添却した各試料がそれぞれ4.4μglm、4_8μダ'mlと高い細胞
増殖抑制効果を示した。しかしながら、各段階での有機相粗抽
出物質添加濃度を比較するとフクリンアミジにおいて、濃度依
存的に活性の低下が見られまた、希釈した後、 15.6μダmlまで活
性が保持されることから、本海藻中には添却したrhIL-6の効果
を濃度依存的に阻害する物質の存在が示唆される。また、 IL-6
レセプターと相互作用しその効果を阻害していることも考えら
れる。
関節リウマチ (RA)の治療について見てみると、 IL-6などの
炎症性サイトカインは特異的な受容体に認識され、作用を示す
ことから、サイトカインと受容体の結合を阻害する措抗物(ア
ンタゴ、ニスト)によりサイトカインが本来の受容体に結合でき
なくなるのである。
このような分子標的を行うことにより、従来のように炎症反
応を全般的に抑制する抗炎症薬による治療とは異なり、特定の
炎症反応を抑制することが可能となる。実際RAに対し、 TNF-
αを標的にした生物学的製剤を用いた抗サイトカイン療法は、
すでに実用段階にある。また、この作用のほかに IL-6は、免疫
反応、急性期反応の制御及びある種のガンの成長の調節に関与
する多機能サイトカインである。そのため、 IL-6の活性を阻害
することはガン悪液質及び慢性難治性炎症疾患(キヤツスルマ
ン病、急性リウマチ及びAIDS)に有効であると考えられる。
今後、フクリンアミジを大量採取を行い、活性成分を単離す
るとともに物理化学的測定を行い活性物質の構造を明らかにし
たい。
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